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DESCRIPCION
Dispositivo microfluidico para separacion de células y sus usos

Antecedentes de lainvencién

La invencion se refiere a los campos del diagnostico médico y los microfluidos.

Existen varios enfoques disefiados para separar una poblacion de células homogéneas de la sangre. Estas técnicas
de separacion de células pueden agruparse en dos amplias categorias: (1) procedimientos invasivos basados en la
seleccién de células fijadas y tefiidas usando diversos marcadores especificos de célula; y (2) procedimientos no
invasivos para el aislamiento de células vivas usando un parametro biofisico especifico de una poblacion de células
de interés.

Las técnicas invasivas incluyen separacion de células activadas por fluorescencia (FACS), separacion de células
activadas magnéticamente (MACS) y separacion de coloides inmunomagnética. Normalmente, la FACS es una
técnica de seleccién positiva que usa un marcador marcado de manera fluorescente para unirse a células que
expresan un marcador de superficie celular especifico. La FACS también puede usarse para permeabilizar y tefiir
células para marcadores intracelulares que pueden constituir la base de la separacion. Es rapida, normalmente
funciona a una velocidad de 1.000 a 1.500 Hz y esta bien establecida en la medicina de laboratorio. Se asocian
indices elevados de falsos positivos con la FACS por el bajo nimero de fotones obtenido durante los tiempos de
permanencia extremadamente cortos a altas velocidades. Pueden usarse complicados enfoques de separacion
multiparamétricos para potenciar la especificidad de la FACS, pero la FACS a base de multiples analitos puede no
ser practica para los ensayos clinicos rutinarios debido al alto coste asociado a ella. La aplicacién clinica de FACS
esta limitada ademas porque requiere una pericia del operador considerable, es laboriosa, da como resultado
pérdida de células debido a las multiples manipulaciones y el coste del equipo es prohibitivo.

La MACS se usa como técnica de separacion de células en la que las células que expresan un marcador de
superficie especifico se aislan a partir de una muestra de células usando perlas magnéticas recubiertas con un
anticuerpo contra el marcador de superficie. La MACS tiene la ventaja de ser mas barata, méas facil y mas rapida de
realizar comparada con la FACS. Se ve afectada por pérdida de células debido a las mdltiples manipulaciones y el
manejo. Ademas, a menudo las perlas magnéticas son autofluorescentes y no se separan facilmente de las células.
Como resultado, muchas de las técnicas de inmunofluorescencia usadas para investigar las funciones y la estructura
celular no son compatibles con este enfoque.

Se ha usado un sistema de coloides magnético en el aislamiento de células de sangre. Este sistema de coloides usa
nanoparticulas ferromagnéticas que estan recubiertas con IgG de cabra anti-raton que puede unirse faciimente a
anticuerpos monoclonales especificos de antigeno de la superficie celular. Las células que estdn marcadas con
nanoparticulas ferromagnéticas se alinean con un campo magnético a lo largo de lineas de Ni ferromagnéticas
depositadas mediante técnicas litograficas sobre una superficie Opticamente transparente. Este enfoque también
requiere multiples etapas de manejo de células que incluyen mezclar células con perlas magnéticas y separacion
sobre las superficies. Tampoco es posible separar las células individuales de la muestra para andlisis adicional.

Las técnicas no invasivas incluyen la separacion por flujo de carga, que emplea un gradiente liquido de flujo cruzado
horizontal opuesto a un campo eléctrico con el fin de separar células en funciéon de sus densidades de carga de
superficie caracteristicas. A pesar de que este enfoque puede separar células basandose puramente en diferencias
biofisicas, no es lo suficientemente especifico. Ha habido intentos de modificar las caracteristicas del dispositivo (p.
ej., pantallas del separador, condiciones del flujo a contracorriente de tampén, etc.) para tratar este gran
inconveniente de la técnica. Ninguna de estas modificaciones de caracteristicas del dispositivo ha proporcionado una
solucion practica dada la variabilidad individual esperada en muestras diferentes.

Dado que los procedimientos de la técnica anterior se ven afectados por un alto coste, bajo rendimiento y falta de
especificidad, existe una necesidad de un procedimiento para retirar un tipo de célula concreto de una mezcla que
supere estas limitaciones.

El documento US 5.866.345 divulga un dispositivo para detectar la presencia de un analito en una muestra liquida,
comprendiendo el dispositivo: un sustrato sélido microfabricado para que defina: un puerto de entrada de muestra;
un sistema de flujo en mesoescala que comprende: un canal de flujo de muestra en comunicacion fluida con dicho
puerto de entrada; y una regién de deteccion de analito en comunicacion fluida con dicho canal de flujo que
comprende un resto de union inmovilizado en él para unir dicho analito especificamente, teniendo dicha region de
deteccién una dimensién en mesoescala; y una ventana de deteccion dispuesta en dicha region de deteccion para
transmitir una sefial que indica la unién de dicho analito a un medio de deteccion dispuesto adyacente a dicha
ventana.

El documento US 2002/0115201 Al divulga un dispositivo microfluidico que comprende: un circuito integrado
monolitico de microondas (MMIC) dentro de dicho dispositivo microfluidico para aplicar radiacién de microondas a
una cavidad definida por dicho dispositivo microfluidico.
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El documento US 6.613.525 B2 divulga un dispositivo microfluidico integrado que tiene al menos un microcanal
formado en un sustrato generalmente plano, comprendiendo dicho dispositivo: al menos un microcanal que
comprende una porcién de canal de enriquecimiento que tiene al menos una entrada y una salida; y un medio de
enriguecimiento presente en dicha porcion de canal de enriquecimiento y que contiene restos de unién especifica
gue se unen a un objetivo de una muestra de forma que al menos una fraccidon del objetivo es retenido por dicho
medio de enriquecimiento; dicha porcion de canal de enriquecimiento esta configurada para (i) recibir, a través de
dicha entrada, la muestra que contiene el objetivo y (ii) permitir el movimiento de al menos una parte del objetivo
unido a través de dicha salida.

Los documentos US 6.344.326 B1 y US 6.074.827 se refieren respectivamente a un procedimiento microfluidico para
purificaciéon y procesamiento de acidos nucleicos. Pueden usarse en el procedimiento microcanales o receptores de
captura por afinidad dispuestos en una zona de enriquecimiento.

Sumario de lainvencién

De acuerdo con un aspecto, se proporciona un dispositivo microfluidico, el cual comprende:

(a) una primera regiéon de obstaculos fijos dispuestos en un canal microfluidico que define una via de flujo de
liquido, en el que los obstaculos de la primera regién se unen preferentemente a un primer tipo de célula
comparado con un segundo tipo de célula, en el que los obstaculos estan colocados en al menos dos columnas y
al menos dos filas, en el que las filas estan colocadas perpendiculares a la via de flujo de liquido en relacién con
los obstaculos de la fila anterior, formando de este modo un conjunto de obstaculos triangular equilatero;y

(b) una segunda region de obstaculos fijos dispuestos en el canal microfluidico, en el que los obstaculos de la
segunda region se unen preferentemente a un tercer tipo de célula comparado con un cuarto tipo de célula, en el
gue los obstaculos estan colocados en al menos dos columnas y al menos dos filas, en el que las filas estan
colocadas perpendiculares a la via de flujo de liquido y los obstaculos de cada fila sucesiva estan desplazados
en una direccion perpendicular a la via de flujo de liquido en relacion con los obstaculos de la fila anterior,
formando de este modo un conjunto de obstaculos triangular equilatero,

en el que la segunda region esta situada mas alla de la primera region en el canal microfluidico.

De acuerdo con otro aspecto, se proporciona un uso del dispositivo como se indica en la reivindicacion
independiente. Las reivindicaciones dependientes definen realizaciones.

El dispositivo puede usarse en procedimientos para separar células de una muestra (p. €j., separar glébulos rojos
fetales de sangre materna).

El procedimiento empieza con la introducciébn de una muestra que incluye células en uno o mas canales
microfluidicos. En una realizacion, el dispositivo incluye al menos dos etapas de procesamiento. Por ejemplo, se
introduce una mezcla de células en un canal microfluidico que permite selectivamente el paso de un tipo de célula
deseado y la poblacién de células enriquecida en el tipo deseado se introduce después en un segundo canal
microfluidico que permite el paso de la célula deseada para producir una poblacién de células méas enriquecida en el
tipo deseado. La seleccion de células se basa en una propiedad de las células de la mezcla, por ejemplo, tamafio,
forma, deformabilidad, caracteristicas de superficie (p. €j., receptores o antigenos de superficie celular y
permeabilidad de membrana) o propiedades intracelulares (p. €j., expresion de una enzima concreta).

En la préactica, el procedimiento puede continuar después a través de una variedad de etapas de procesamiento
empleando diversos dispositivos. En una etapa, la muestra se combina en los canales microfluidicos con una
solucién que preferentemente lisa un tipo de célula en comparacién con otro tipo. En otra etapa, las células se ponen
en contacto con un dispositivo que contiene obstidculos en un canal microfluidico. Los obsticulos unen
preferentemente un tipo de célula en comparacion con otro tipo. Las células también pueden someterse a
separaciones basadas en el tamafio, deformabilidad o forma. Los procedimientos de la invencion pueden emplear
sélo una de las etapas anteriores o cualquier combinacion de la etapas, en cualquier orden, para separar las células.
De forma deseable, los procedimientos de la invencion recuperan al menos el 75 %, 80 %, 90 %, 95 %, 98 % 0 99 %
de las células deseadas de la muestra.

De acuerdo con una realizacién, se proporciona un sistema microfluidico para la separacion de una célula deseada
de una muestra. Este sistema puede incluir dispositivos para llevar a cabo una o cualquier combinacién de las
etapas de los procedimientos descritos anteriormente. Uno de estos dispositivos es un dispositivo de lisis que incluye
al menos dos canales de entrada; una camara de reaccion (p. €j., un canal de serpentina); y un canal de salida. El
dispositivo puede incluir adicionalmente otra entrada y una camara de dilucion (p. €j., un canal de serpentina). El
dispositivo de lisis esta colocado de forma que al menos dos canales de entrada estan conectados con la salida a
través de la camara de reaccion. Cuando esta presente una camara de dilucién, esta dispuesta entre la cadmara de
reaccion y la salida y otra entrada esta dispuesta entre la camara de reaccion y la de dilucion. El sistema también
puede incluir un dispositivo de empobrecimiento de células que contiene obstaculos que unen preferentemente un
tipo de célula en comparacién con otro tipo, p. €j., estan recubiertos con anticuerpos anti-CD405, anti-CD35, anti-
GPA o0 anti-CD71. El sistema también puede incluir un dispositivo de seleccion que contiene un conjunto
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bidimensional de ubicaciones para contener células individuales. El dispositivo de seleccion también puede contener
accionadores para la manipulacion selectiva (p. €j., liberacion) de células individuales del conjunto. Finalmente, el
sistema puede incluir un dispositivo para la separacion de las células basada en el tamafio. Este dispositivo incluye
tamices que soélo permiten el paso de células por debajo de un tamafio deseado. Los tamices se ubican con un canal
microfluidico a través del cual pasa una suspension de células, como se describe en el presente documento. Cuando
se usan en combinacion, los dispositivos del sistema pueden estar en comunicacion liquida entre si.
Alternativamente, las muestras que pasan a través de un dispositivo pueden recogerse y transferirse a otro
dispositivo.

Por una "poblacion celular empobrecida” se quiere decir una poblacién de células que se ha procesado para reducir
la poblacién relativa de un tipo celular especificado en una mezcla de células. En consecuencia, recoger esas
células retiradas de la mezcla también conduce a una muestra enriquecida en las células retiradas.

Por una "poblacion celular enriquecida” se quiere decir una poblacion de células que se ha procesado para
incrementar la poblacion relativa de un tipo celular especificado en una mezcla de células.

Por "tampon de lisis" se quiere decir un tampdén que, cuando se pone contacto con una poblacién de células,
provocara la lisis de al menos un tipo de célula.

Por "provocar la lisis" se quiere decir que lisa al menos el 90 % de las células de un tipo concreto.

Por "no lisado" se quiere decir que se lisan menos del 10 % de células de un tipo concreto. De forma deseable, se
lisan menos del 5 %, 2 % o0 1 % de estas células.

Por "tipo" de célula se quiere decir una poblacion de células que tienen una propiedad comun, p. €j., la presencia de
un antigeno de superficie concreto. Una sola célula puede pertenecer a varios tipos de células diferentes.

Por "canal de serpentina” se quiere decir un canal que tiene una longitud total que es méas grande que la distancia
lineal entre los puntos de los extremos del canal. Un canal de serpentina puede orientarse totalmente verticalmente u
horizontalmente. Alternativamente, un canal de serpentina puede estar en "3D," p. ej., partes del canal estan
orientadas verticalmente y partes estan orientadas horizontalmente.

Por "microfluidico” se quiere decir que tiene una o mas dimensiones de menos de 1 mm.

Por "resto de unién" se quiere decir una especie quimica a la que se une una célula. Un resto de unién puede ser un
compuesto acoplado a una superficie o el material que constituye la superficie. Los restos de unién ejemplares
incluyen anticuerpos, oligo- o polipéptidos, acidos nucleicos, otras proteinas, polimeros sintéticos y carbohidratos.

Por "obstaculo” se quiere decir un impedimento para el flujo en un canal, p. €j., una protrusion de una superficie.

Por "que une especificamente" un tipo de célula se quiere decir que une células de ese tipo mediante un mecanismo
especificado, p. ej., interaccion anticuerpo-antigeno. La fuerza de la union generalmente es suficiente para evitar el
desprendimiento por el flujo de liquido presente cuando las células estan unidas, aunque ocasionalmente pueden
desprenderse células individuales bajo condiciones de funcionamiento normales.

Por "filas de obstaculos" se quiere decir una serie de obstaculos colocados de forma que los centros de los
obstaculos estan colocados de forma sustancialmente lineal. La distancia entre filas es la distancia entre las lineas
de dos filas adyacentes en las que se ubican los centros.

Por "columnas de obstaculos" se quiere decir una serie de obstaculos colocados perpendiculares a una fila de forma
que los centros de los obstaculos estan colocados de forma sustancialmente lineal. La distancia entre columnas es
la distancia entre las lineas de dos columnas adyacentes en las que se ubican los centros.

Los procedimientos son capaces de separar poblaciones de células especificas de una mezcla compleja sin fijarlas
ylo tefiirlas. Como resultado de obtener poblaciones de células homogéneas vivas, pueden realizarse muchos
ensayos funcionales en las células. Los dispositivos microfluidicos descritos en el presente documento proporcionan
un enfoque selectivo, simple, para procesar células Otras caracteristicas y ventajas de la invencion seran aparentes
a partir de la siguiente descripcién y las reivindicaciones.

Breve descripcién de los dibujos

La Figura 1 es un disefio esquematico de un dispositivo microfluidico que permite la lisis selectiva de células.

La Figura 2 es una ilustracion del disefio del canal para la introduccion de tres liquidos en el dispositivo, p. e€j.,
muestra de sangre, tampén de lisis y diluyente.

La Figura 3 es una ilustracion de una unidad de repeticion de la camara de reaccion del dispositivo donde una
muestra de células se mezcla de forma pasiva con un tampon de lisis. En un ejemplo, se conectan 133 unidades
para formar la camara de reaccion.
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La Figura 4 es una ilustracion de los canales de salida del dispositivo.

La Figura 5 es una ilustracién de un dispositivo para lisis celular.

Las Figuras 6A y 6B son ilustraciones de un procedimiento para la fabricaciéon de un dispositivo de la invencion.
La Figura 7 es un diagrama esquematico de un dispositivo de unién de células.

La Figura 8 es una vista en despiece de un dispositivo de unién de células.

La Figura 9 es un ilustracion de los obstaculos de un dispositivo de unién de células.

La Figura 10 es una ilustracion de tipos de obstaculos.

La Figura 11A es una representacion esquematica de un conjunto cuadrado de obstaculos. El conjunto cuadrado
tiene una eficacia de captura del 40 %. La Figura 11B es una representacién esquematica de un conjunto
triangular equilatero de obstaculos. El conjunto triangular equilatero tiene una eficacia de captura del 56 %.

La Figura 12A es una representacion esquematica del calculo de la eficacia hidrodinamica para un conjunto
cuadrado. La Figura 12B es una representacion esquematica del calculo de la eficacia hidrodinamica para una
matriz diagonal.

La Figuras 13A-13B son gréficas de la eficacia hidrodinamica (13A) y global (13B) para un conjunto cuadrado y
triangular para una caida de presion de 150 Pa/m. Esta caida de presion corresponde a un caudal de 0,75 mil/h
en la geometria plana.

La Figura 14A es una grafica de la eficacia global como funcién de la caida de presién. La Figura 14B es una
gréfica del efecto de la separacion de los obstaculos en la velocidad media.

La Figura 15 es una representacion esquematica de la colocacién de obstaculos para una eficacia de captura
mas alta para un conjunto triangular equilatero de obstaculos en un conjunto escalonado. El radio de captura es
reap2 = 0,339/. Los obstaculos estan numerados de forma que el primer nimero se refiere al nimero de triangulo y
el segundo nimero se refiere al vértice del triangulo. El conjunto escalonado tiene una eficacia de captura del 98
%.

La Figura 16A es una grafica del porcentaje de captura de células como funcion del caudal para una geometria
de obstaculo de 100 um de diametro con un espaciado de 50 pum entre sus bordes. El régimen de flujo de
funcionamiento se establecié a través de varios tipos celulares: células cancerosas, células de tejido conectivo
normales y muestras maternas y fetales. Un régimen de flujo de trabajo éptimo es a 2,5 ml/h. La Figura 16B es
una grafica del porcentaje de captura de células como funcion de la relacién de células objetivo y glébulos
blancos. El sistema modelo se generd afiadiendo un nimero definido de células cancerosas, células de tejido
conectivo normales o células de sangre de cordén umbilical en un nimero definido de células de capa leucocitica
de sangre adulta La relacion de las células contaminantes y células objetivo se incrementé gradualmente en 5
log con tan sélo 10 células objetivo en la mezcla. El rendimiento se calcul6 como la diferencia entre el nimero de
células afiadidas capturadas en puestos y el nUmero de células afiadidas a la muestra.

La Figura 17 es una ilustracion de diversas vistas de la entrada y las salidas de un dispositivo de unién de
células.

La Figura 18 es un ilustracién de un procedimiento de fabricacion de un dispositivo de union de células.
La Figura 19 es un ilustracién de una mezcla de células que fluye a través de un dispositivo de unién de células.

La Figura 20A es una ilustracion de un dispositivo de unién de células para atrapar tipos de células diferentes en
serie. La Figura 20B es una ilustracion de un dispositivo de uniéon de células para atrapar tipos de células
diferentes en paralelo.

La Figura 21 es una ilustracion de un dispositivo de unién de células que permite la recuperacion de células
unidas.

La Figura 22A es una micrografia Optica de glébulos rojos fetales adheridos a un obstaculo de la invencion. La
Figura 22B es una micrografia fluorescente que muestra los resultados de un andlisis FISH de un glébulo rojo
fetal unido a un obstaculo de la invencién. La Figura 22C es una micrografia ampliada de la Figura 22B que
muestra los resultados de hibridacion individuales para el glébulo rojo fetal.

La Figura 23 es una ilustracion de un dispositivo de unién de células en el que se usan perlas atrapadas en un
hidrogel para capturar células.

La Figura 24A es una ilustracion de un dispositivo para separacion basada en el tamafio.
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La Figura 24B es una micrografia electrénica de un dispositivo para separacién basada en el tamafio.

La Figura 25 es una representacion esquematica de un dispositivo de la invencién para aislar y analizar glébulos
rojos fetales.

Las figuras no estan necesariamente a escala.

Descripcion detallada de la invencién

La invencion presenta dispositivos para uso en procedimientos para separar una célula deseada de una mezcla o
enriguecer la poblacion de una célula deseada en una mezcla. Los procedimientos se basan generalmente en
etapas de procesamiento secuenciales, cada una de las cuales reduce el nimero de células no deseadas en la
mezcla, pero puede usarse una etapa de procesamiento en los procedimientos. Los dispositivos para llevar a cabo
diversas etapas de procesamiento pueden estar separados o integrados en un sistema microfluidico. Los
dispositivos de la invencién incluyen un dispositivo para unién de células. En una realizacién, se usan etapas de
procesamiento para reducir el nimero de células antes de seleccionarlas. De forma deseable, los procedimientos
retienen al menos el 75 %, 80 %, 90 %, 95 %, 98 % o0 99 % de las células en comparacion con la mezcla inicial,
mientras que enriquecen potencialmente la poblacion de células deseadas en un factor de al menos 100, 1000,
10.000, 100.000 o incluso 1.000.000 con relaciéon a uno o mas tipos celulares no deseados. Los procedimientos
pueden pueden usarse para separar o enriquecer células que circulan en la sangre (Tabla 1).

Tabla 1: Tipos, concentraciones y tamafios de células sanguineas.

Tipo celular Concentracion (células/ul)| Tamafio (um)
Glébulos rojos (GR) 4,2-6,1 x 10° 4-6
Neutréfilos segmentados (GB) 3600 >10
Neutréfilos en banda (GB) 120 >10
Linfocitos (GB) 1500 >10
Monocitos (GB) 480 >10
Eosindfilos (GB) 180 >10
Basdfilos (GB) 120 > 10
Plaquetas 500 x 10° 1-2
Gldébulos rojos nucleados fetales 2-50x10° 8-12

Dispositivos

A. Lisis celular

Se emplea un dispositivo para lisar una poblacion de células selectivamente, p. €j., glébulos rojos maternos, en una
mezcla de células, p. €j., sangre materna. Este dispositivo permite el procesamiento de grandes cantidades de
células bajo condiciones casi idénticas. De forma deseable, el dispositivo de lisis retira un gran nimero de células
antes del procesamiento adicional. Los desechos, p. ej., membranas celulares y proteinas, pueden atraparse, p. €j.,
por filtracién o precipitacion, antes de cualquier procesamiento adicional.

Dispositivo. En la Figura 1 se muestra un disefio para un dispositivo de lisis. La arquitectura ramificada global de los
canales del dispositivo permite caidas de presion equivalentes a lo largo de las redes de procesamiento paralelas. El
dispositivo puede estar separado funcionalmente en cuatro secciones distintas: 1) canales de entrada distribuidos
que llevan liquidos, p. €j., sangre, reactivo de lisis y tampon de lavado, a las uniones 1 y 2 (Figura 2); 2) una camara
de reaccion de serpentina para la reaccion de lisis celular que se aloja entre las dos uniones (Figura 3); 3) una
camara de dilucion méas alld de la Unién 2 para la dilucion del reactivo de lisis (Figura 3); y 4) canales de salida
distribuidos que llevan la muestra lisada a un vial de recogida o a otro dispositivo microfluidico (Figura 4).

Canales de entrada/salida. Las redes ramificadas de entrada y salida de los canales permiten la distribucion
uniforme de los reactivos en todos los canales (8, como se representa en la Figura 1). Los tres puertos para conectar
el mundo macro con el dispositivo normalmente tienen un diametro que varia entre 1 mm - 10 mm, p. €j., 2,5, 6 u 8
mm. Pueden formarse cierres herméticos con los puertos 1, 2 y 3, p. €j., a través de un colector externo integrado
con el dispositivo (Figura 1). Los tres viales de solucion, p. €j., sangre, reactivo de lisis y diluyente, pueden
conectarse con un colector tal. Los canales de entrada de los puertos 1, 2 y 3 a las camaras de reaccién y mezclado,
para las tres soluciones mostradas en la Figura 1, pueden estar separadas en el plano z del dispositivo (tres capas,
cada una con un juego de canales de distribucién, véase la Figura 2) o alojarse en el colector externo. Si se alojan
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en el colector externo, los canales de distribucién estan, por ejemplo, CNC (controlados numéricamente por
ordenador), maquinados en acero inoxidable y pueden tener dimensiones de 500 um de diametro. El colector puede
conectarse herméticamente con el dispositivo en puertos que estan grabados en las ubicaciones 1', 2' y 3' mostradas
en la Figura 1. Ubicar los canales de distribucion en un colector reduce la complejidad y el coste del dispositivo.
Mantener los canales de distribucion en el dispositivo permitira una mayor flexibilidad para seleccionar un tamafio de
canal mas pequefio, mientras que evita cualquier problema de contaminacién por transferencia entre muestras.
Cada canal de entrada de muestra puede tener una salida separada o, como se representa en la Figura 4, los
canales de salida para cada entrada de muestra estan combinados. Como alternativa a un colector, pueden unirse al
dispositivo tubos para cada entrada o salida de liquido, p. €j., mediante ajuste por compresién a juntas o boquillas o
usando conexiones herméticas al agua tales como un cierre luer. Los canales del dispositivo que llevan los liquidos a
las uniones y camaras de mezclado posteriores, pueden tener una anchura y una profundidad que varian desde 10
pm - 500 pum, p. €j., como maximo una anchura y profundidad de 10 um, 25 pm, 50 pm, 75 pm, 100 um, 150 um, 200
pm, 250 pm, 350 pm o 450 pm. De forma deseable, la arquitectura del canal es rectangular pero también puede ser
circular, semicircular, con forma de V o cualquiera otra forma apropiada. En una implementacion, el canal (o canales)
de salida tiene un area de seccion transversal igual a la suma de las areas de seccion transversal de los canales de
entrada.

Céamaras de reaccién y dilucién. Para la lisis y dilucion, se combinan dos corrientes liquidas y se dejan pasar a
través de las cdmaras. Las cAmaras pueden ser canales de serpentina o lineales. En el dispositivo representado en
la Figura 1, la muestra y el tampdn de lisis se combinan en la unién 1 y la muestra lisada y el diluyente se combinan
en la union 2. La arquitectura de serpentina de la camara de reaccion y la camara de dilucién permite un tiempo de
residencia suficiente de las dos soluciones reactivas para un mezclado apropiado por difusién u otros mecanismos
pasivos, mientras mantiene un tamafo global razonable para el dispositivo (Figura 3). Los canales de serpentina
pueden construirse en 2D o en 3D, p. €j., para reducir la longitud total del dispositivo o para introducir adveccion
caotica para un mezclado potenciado. Para tiempos de residencia cortos, puede desearse una camara lineal. Los
tiempos de residencia ejemplares incluyen al menos 1lsegundo, 5 segundos, 10 segundos, 30 segundos, 60
segundos, 90 segundos, 2 minutos, 5 minutos, 30 minutos, 1 hora o mayores de 1 hora. El caudal de los liquidos de
las camaras de reaccion/dilucién puede controlarse con precisién controlando la anchura, profundidad y longitud
eficaz de los canales para permitir un mezclado suficiente de los dos reactivos mientras a la vez que se permite un
rendimiento del procesamiento 6ptimo. En una implementacion, las cdmaras de mezclado de serpentina para lisis
celular (camara de reaccion) y para dilucion de la muestra lisada (camara de dilucién) tienen un volumen de liquido
de 26 pl cada una. Otros ejemplos de volimenes de la camara de reaccién/diluciéon varian desde 10 - 200 pl, p. €.,
como maximo 20, 50, 100 o 150 pl. En algunas implementaciones, la anchura y profundidad de las camaras de
reaccion y dilucion tienen el mismo intervalo que los canales de entrada y salida, es decir, 10 a 500 pm.
Alternativamente, las cAmaras pueden tener un area de seccion transversal igual a la areas combinadas de todos los
canales de entrada (o de salida) con el fin de garantizar una velocidad de flujo uniforme a través del dispositivo. En
un ejemplo, las camaras son canales de 100 um x 100 um. La longitud total de las caAmaras puede ser de al menos 1
cm, 5cm, 10 cm, 20 cm, 30 cm, 40 cm o0 50 cm.

Para lisis de GR maternos, los caudales de salida del dispositivo pueden variar desde procesar 5 - 16 pl de sangre
por segundo dando como resultado un tiempo de procesamiento de 20 - 60 minutos para muestras de 20 ml o un
tiempo de procesamiento de 10 - 30 min para muestras de 10 ml. Se espera que el volumen de muestra requerido
para capturar un numero suficiente de células fetales sea menor de 10 ml debido a la eficacia del procedimiento. Asi,
se espera que el rendimiento del dispositivo por muestra sea inferior a 10 minutos. Un tiempo de residencia de > 30
segundos a partir del momento de convergencia de las dos soluciones, sangre materna y reactivo de lisis, dentro del
mezclador pasivo se considera suficiente para obtener una hemodlisis eficaz (T. Maren, Mol. Pharmacol. 1970,
6:430). Alternativamente, la concentracion de reactivo de lisis puede ajustarse para compensar el tiempo de
residencia en la camara de reaccion. Los caudales y los tiempos de residencia para otros tipos celulares pueden
determinarse tedricamente o por experimentacion. En una implementacion, los caudales en cada canal estan
limitados a < 20 pl/s para garantizar que el esfuerzo de cizalladura de las paredes sobre las células sea menor de 1
dina/cm? (se sabe que un esfuerzo de cizalladura > 1 dina/cm? afecta a las células funcionalmente, aunque no se
observan efectos nocivos en la mayoria de las células hasta superar las 10 dinas/cm?). En una implementacion, el
caudal en cada canal es como méaximo de 1, 2, 5, 10, 15 pl/s. En referencia a la Figura 1, la longitud eficaz del canal
de entrada del diluyente que lleva a la unién 2 puede ser mas corta que la longitud eficaz de la camara de reaccién.
Esta caracteristica permite que el diluyente fluya hacia y alimente los canales posteriores a la union 2, antes de la
llegada de la muestra lisada a la union 2. El tampdn excedente recogido previamente en el vial de salida puede
actuar como un diluyente secundario de la muestra lisada cuando se recoge, por ejemplo, para procesamiento o
andlisis adicional. Adicionalmente, el diluyente alimenta los canales posteriores a la unién 2 para permitir un flujo
mas suave Yy la fusion de la muestra lisada con el tampén en la cdmara de dilucion, y esta alimentacién elimina
cualquier efecto de tension superficial nocivo de canales secos en la muestra lisada. El didmetro de los canales que
llevan el diluyente puede ajustarse para permitir que el diluyente alcance la unién 2 al mismo tiempo que la sangre
lisada para evitar cualquier problema asociado con aire forzado desde la cadmara de reaccién a medida que se
introducen la muestra y los tampones de lisis.

Aunque la descripcion anterior se centra en un dispositivo con ocho canales de procesamiento paralelos, puede
emplearse cualquier nimero de canales, p. €j., 1, 2, 4, 16 o 32, dependiendo del tamafio del dispositivo. El
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dispositivo se describe en términos de combinar dos liquidos para lisis y dilucién, pero pueden combinarse tres o
mas liquidos para lisis o dilucién. La combinacién puede ser en una unidon o una serie de uniones, p. €j., para
controlar el ritmo de la adicion secuencial de los reactivos. Pueden afiadirse entradas de liquido adicionales, p. €j.,
para funcionalizar las células restantes, alterar el pH o provocar la precipitacion de componentes no deseables.
Ademas, la geometria y dimensiones exactas de los canales pueden alterarse (se muestran dimensiones ejemplares
en la Figura 5). Los dispositivos de la invencion pueden ser desechables o reutilizables. Los dispositivos
desechables reducen el riesgo de contaminacion entre muestras. Los dispositivos reutilizables pueden ser deseables
en algunos casos y el dispositivo puede limpiarse, p. €j., con diversos detergentes y enzimas, p. €j., proteasas o
nucleasas, para evitar la contaminacion.

Bombeo. En una implementacion, el dispositivo emplea bombeo de presion negativa, p. ej., usando bombas de
jeringa, bombas peristalticas, aspiradores o bombas de vacio. La presién negativa permite el procesamiento del
volumen total de una muestra de sangre clinica, sin dejar muestra sin procesar en los canales. También puede
usarse presion positiva, p. €j., de una bomba de jeringa, bomba peristaltica, bomba de desplazamiento, columna de
liquido u otra bomba de liquido, para bombear muestras a través de un dispositivo. La pérdida de muestra debida a
problemas de volumen muerto relacionados con bombeo de presién positiva puede superarse expulsando la muestra
residual con tampén. Las bombas estan conectadas normalmente al dispositivo a través de cierres herméticos, p. €j.,
usando juntas de silicona.

Los caudales de liquidos de canales paralelos del dispositivo pueden controlarse conjuntamente o por separado.
Puede lograrse el control variable y diferencial de los caudales de cada canal, por ejemplo, empleando un colector
de jeringa multicanal controlable individualmente. En esta implementacién, la distribucion del canal de entrada se
modificara para que se desacople de todas las redes paralelas. La salida puede recoger la salida de todos los
canales a través de un solo colector conectado a una succion (no se requiere un cierre hermético) que tiene salida a
un vial de recogida o a otro dispositivo microfluidico. Alternativamente, la salida de cada red puede recogerse por
separado para procesamiento posterior. Las entradas y salidas separadas permiten el procesamiento paralelo de
multiples muestras de uno o mas individuos.

Fabricacién. Puede emplearse una variedad de técnicas para fabricar un dispositivo y la técnica empleada se
seleccionara basandose en parte en el material elegido. Los materiales ejemplares para fabricar los dispositivos de
la invencién incluyen vidrio, silicio, acero, niquel, poli(metiimetacrilato) (PMMA), policarbonato, poliestireno,
polietileno, poliolefinas, siliconas (p. ej., poli(dimetilsiloxano)) y sus combinaciones. Se conocen otros materiales en
la técnica. Se conocen en la técnica procedimientos para fabricar canales de estos materiales. Estos procedimientos
incluyen, fotolitografia (p. ej., estereolitografia o fotolitografia de rayos x), moldeo, repujado, micromaquinado de
silicio, grabado quimico himedo o seco, molienda, corte con diamante, Lithographie Galvanoformung y Abformung
(LIGA) y galvanoplastia. Por ejemplo, para el vidrio, pueden emplearse las técnicas de fabricacién con silicio
tradicionales de fotolitografia seguidas de grabado humedo (KOH) o seco (grabado por ion reactivo con fldor u otro
gas reactivo). Pueden adoptarse técnicas como micromaquinado con laser para materiales plasticos con eficacia de
absorcion de fotones alta. Esta técnica es adecuada para fabricacion de rendimiento mas bajo debido a la naturaleza
serial del procedimiento. Para dispositivos plasticos producidos en serie, son adecuados el moldeo por inyeccién
termopléastico y el moldeo por compresién. El moldeo por inyeccidon termoplastico convencional usado para la
fabricaciéon en serie de discos compactos (que mantiene la fidelidad de las caracteristicas en submicras) también
puede emplearse para fabricar los dispositivos. Por ejemplo, las caracteristicas del dispositivo se duplican en un
patron de vidrio por litofotografia convencional. El patron de vidrio se electroforma para proporcionar un molde
resistente, resistente a choque térmico, termoconductor y duro. Este molde sirve como la plantilla patron para el
moldeo por inyeccién o el moldeo por compresién de las caracteristicas en un dispositivo de plastico. Dependiendo
del material plastico usado para fabricar los dispositivos y de los requisitos de calidad éptica y rendimiento de
producto acabado, puede escogerse moldeo por compresion o moldeo por inyeccion como procedimiento de
fabricacion. El moldeo por compresion (también llamado repujado en caliente o impresion en relieve) tiene las
ventajas de ser compatible con polimeros de peso molecular alto, que son excelentes para estructuras pequefias,
pero es dificil de usar para duplicar estructuras con alta relacién de aspecto y tiene ciclos de duracién mas larga. El
moldeo por inyeccion funciona bien para estructuras de alta relacion de aspecto, pero es mas adecuado para
polimeros de bajo peso molecular.

Un dispositivo puede fabricarse en una 0 mas piezas que se montan después. En una realizacion, las capas
separadas del dispositivo contienen canales para un sélo fluido, como en la Figura 1. Las capas de un dispositivo
pueden estar unidas juntas con pinzas, adhesivos, calor, unién anédica o reacciones entre grupos de superficie (p.
€j., union de obleas). Alternativamente, un dispositivo con canales en méas de un - plano puede fabricarse como una
sola pieza sola, p. €j., usando estereolitografia u otras técnicas de fabricacion tridimensionales.

En una implementacion, el dispositivo esta hecho de PMMA. Las caracteristicas, por ejemplo, las que se muestran
en la Figura 1, se transfieren a un molde electroformado usando fotolitografia estandar seguida de galvanoplastia. El
molde se usa para repujar en caliente las caracteristicas en el PMMA a una temperatura cercana a su temperatura
de transicién vitrea (105 °C) bajo presion (5 a 20 toneladas) (la presion y la temperatura se ajustaran para que
permitan la duplicacion de alta fidelidad de la caracteristica mas profunda del dispositivo) como se muestra en la
Figura 6A. Después, se enfria el molde para permitir la retirada del dispositivo de PMMA. Una segunda pieza usada
para cerrar el dispositivo, compuesta de material similar o diferente, puede unirse a la primera pieza usando union
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térmica asistida por vacio. El vacid evita la formacion de huecos de aire en las regiones de union. La Figura 6B
muestra una seccion transversal del montaje de dispositivo de dos piezas en la unién del Puerto 1 (fuente para
muestra de sangre) y el canal de alimentacion.

Derivatizacion guimica. Para reducir la adsorcion no especifica de células o compuestos liberados por células
lisadas sobre las paredes del canal, una o mas paredes de canal pueden modificarse quimicamente para que sean
no adherentes o repulsivas. Las paredes pueden recubrirse con un recubrimiento de pelicula fina (p. ej., una
monocapa) de reactivos no pegajosos comerciales, tales como los usados para formar hidrogeles. Los ejemplos
adicionales de especies quimicas que pueden usarse para modificar las paredes del canal incluyen
oligoetilenglicoles, polimeros fluorados, organosilanos, tioles, polietilenglicol, acido hialurénico, albumina de suero
bovino, alcohol polivinilico, mucina, poli-HEMA, PEG-metacrilato y agarosa. También pueden emplearse polimeros
cargados para repeler especies de carga opuesta. El tipo de especies quimicas usado para la repulsion y el
procedimiento de unién a la paredes del canal dependera de la naturaleza de las especies que se repelen y la
naturaleza de las paredes y las especies que se unen. Tales técnicas de modificacion de la superficie son bien
conocidas en la técnica. Las paredes pueden funcionalizarse antes o después del montaje del dispositivo.

Las paredes del canal también pueden recubrirse con el fin de capturar materiales de la muestra, p. €j., fragmentos
de membrana o proteinas.

Procedimientos. En la presente implementacion, se introduce una muestra de células, p. €j., sangre materna, en
uno o mas canales microfluidicos. Después se mezcla con la muestra de sangre un tampén de lisis que contiene
reactivos para la lisis selectiva de una poblacion de células de la muestra. De forma deseable, el mezclado se
produce por medios pasivos, p. €j., difusion o adveccion cadtica, pero pueden emplearse medios activos. Se
conocen mezcladores pasivos y activos adicionales en la técnica. Se deja continuar la reaccion de lisis durante un
periodo de tiempo deseado. Este periodo de tiempo puede controlarse, por ejemplo, mediante la longitud de los
canales o mediante el caudal de los liquidos. Ademas, es posible controlar los volumenes de las soluciones
mezcladas en los canales alterando los caudales volumétricos relativos de las soluciones, p. €j., alterando el tamafio
del canal o la velocidad de flujo. El flujo puede ralentizarse, incrementarse o detenerse durante cualquier periodo de
tiempo deseado. Después de que se haya producido la lisis, puede introducirse un diluyente en el canal con el fin de
reducir la concentracién de reactivos de lisis y cualquier especie potencialmente dafiina (p. ej., enzimas
endosdmicas) liberada por las células lisadas. El diluyente puede contener especies que neutralizan los reactivos de
lisis que alteran el entorno del liquido de otro modo, p. €j., pH o viscosidad, o puede contener reactivos para el
marcaje de superficie o intracelular de células. El diluyente también puede reducir la densidad éptica de la solucion,
lo cual puede ser importante para algunos esquemas de deteccion, p. €j., medidas de absorbancia.

Los tipos celulares ejemplares que pueden lisarse usando los procedimientos descritos en el presente documento
incluyen gldbulos rojos adultos, glébulos blancos (tales como linfocitos T, linfocitos B y linfocitos T colaboradores),
glébulos blancos infectados, células tumorales y organismos infecciosos (p. €j., bacterias, protozoos y hongos). El
tampodn de lisis para estas células puede incluir moléculas de IgM especificas de células y proteinas de la cascada
del complemento para iniciar la lisis mediada por complemento. Otra clase de tampdn de lisis puede incluir virus que
infectan un tipo celular especifico y provocan la lisis como resultado de la duplicacion (véase, p. ej., Pawlik y col.
Cancer 2002, 95:1171-81). Se conocen otros tampones de lisis en la técnica.

Puede usarse un dispositivo para la lisis selectiva de glébulos rojos (GR) maternos con el fin de enriquecer una
muestra de sangre en células fetales. En este ejemplo, se procesa una muestra de sangre materna, 10-20 ml, dentro
de las primeras una a tres horas después la recogida de la muestra. Si el procesamiento se retrasa méas alla de las
tres horas, la muestra puede almacenarse a 4 °C hasta que se procesa. El dispositivo de lisis permite mezclar el
reactivo de lisis (NH4CI (0 a 150 mM) + NaHCO3; (0,001 a 0,3 mM) + acetazolamida (0,1 a 100 uM)) con la sangre
materna para permitir la lisis selectiva de los glébulos rojos maternos por el principio subyacente de la reaccion de
Orskov-Jacobs-Stewart (véase, por ejemplo, Boyer y col. Blood 1976, 47:883-897). La alta permeabilidad selectiva
del inhibidor de anhidrasa carbodnica, acetazolamida, en células fetales permite una hemodlisis selectiva de los
glébulos rojos maternos. La anhidrasa carbonica enddgena de las células maternas convierte el HCO3™ en dioxido de
carbono, que lisa los glébulos rojos maternos. La enzima esta inhibida en los glébulos rojos fetales y esas células no
se lisan. Puede afadirse un diluyente (p. €j., soluciéon salina tamponada con fosfato) después de un periodo de
contacto entre los reactivos de lisis y la muestra de células para reducir el riesgo de que una parte de los glébulos
rojos fetales se lise tras una exposicién prolongada a los reactivos.

B. Unién de células

Otro dispositivo de la invencion implica la retirada de células completas de una mezcla uniendo las células a las
superficies del dispositivo. Las superficies un dispositivo tal, contienen sustancias, p. €j., anticuerpos o ligandos para
receptores de superficie celular, que unen una subpoblacién de células concreta. Esta etapa del procedimiento
puede emplear seleccién positiva, es decir, las células deseadas se unen al dispositivo, 0 puede emplear seleccion
negativa, es decir, las células deseadas pasan a través del dispositivo. En ambos casos, la poblacion de células que
contiene las células deseadas se recoge para analisis 0 procesamiento posterior.
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Dispositivo. El dispositivo es un sistema de flujo microfluidico que contiene un conjunto de obstaculos de formas
diversas que son capaces de unir una poblacién de células, p. €j., aquellas que expresan una molécula de superficie
especifica, de una mezcla. Las células unidas pueden analizarse directamente en el dispositivo o retirarse del
dispositivo, p. €j., para analisis o procesamiento posterior. Alternativamente, pueden recogerse las células no unidas
a los obstaculos, p. ej., para andlisis o procesamiento posterior.

Un dispositivo ejemplar es un aparato de flujo que tiene un canal de placa plana a través de cual fluyen las células;
un dispositivo tal se describe en la patente de EE. UU. N.° 5.837.115. La Figura 7 muestra un sistema ejemplar que
incluye una bomba de infusién para perfundir una mezcla de células, p. ej., sangre, a través del dispositivo
microfluidico. Pueden emplearse otros procedimientos de bombeo, como se describen en el presente documento. El
dispositivo puede ser ¢pticamente transparente, o tener ventanas transparentes, para visualizar las células durante
el flujo a través del dispositivo. El dispositivo contiene obstaculos distribuidos, en un conjunto ordenado, a lo largo de
la camara de flujo. De forma deseable, las superficies superior e inferior del dispositivo son paralelas entre si. Este
concepto se representa en la Figura 8. Los obstaculos pueden ser parte de la superficie inferior o superior y, de
forma deseable, definen la altura del canal de flujo. También es posible que una parte de los obstaculos estén
situados en la superficie inferior y el resto en la superficie superior. Los obstaculos pueden estar en contacto con
ambas superficies, superior e inferior, de la camara o puede haber un hueco entre un obstaculo y una superficie. Los
obstaculos pueden estar recubiertos con un resto de union, p. €j., un anticuerpo, un polimero cargado, una molécula
que une un receptor de superficie de la célula, un oligo- o polipéptido, una proteina virica 0 bacteriana, un acido
nucleico o un carbohidrato, que se une a una poblacién de células, p. €j., aquellas que expresan una molécula de
superficie especifica, de una mezcla. Se conocen en la técnica otros restos de unién que son especificos para un
tipo de célula concreto. En una realizacién alternativa, los obstaculos se fabrican de un material al que se une un tipo
de célula especifico. Los ejemplos de tales materiales incluyen polimeros orgéanicos (cargados o no cargados) y
carbohidratos. Una vez que un resto de union se acopla a los obstaculos, también puede aplicarse un recubrimiento,
como se describe en el presente documento, a cualquier superficie expuesta de los obstaculos para evitar la
adhesion no especifica de células a los obstaculos.

En la Figura 9 se muestra una geometria de obstaculos. En un ejemplo, los obstaculos estan grabados en un area
de superficie de 2 cm x 7 cm en un substrato con dimensiones globales de 2,5 cm x 7,5 cm. Se deja un margen de 2
mm alrededor del sustrato para unirlo a la superficie superior para crear una camara cerrada. En una realizacion, el
diametro de los obstaculos es 50 um con una altura de 100 pum. Los obstaculos pueden estar colocados en un
conjunto de filas bidimensional con una distancia de 100 um entre los centros. Esta colocacién proporciona
aberturas de 50 pm para que las células fluyan entre los obstaculos sin que sean comprimidas mecanicamente o
dafiadas. De forma deseable, los obstaculos de una fila estan desplazados, p. €j., 50 um con respecto a las filas
adyacentes. Este patron alterno puede repetirse a lo largo del disefio para garantizar una frecuencia de colisién
incrementada entre células y obstaculos. El diametro, la anchura o la longitud de los obstaculos puede ser de al
menos 5, 10, 25, 50, 75, 100 o 250 um y como maximo de 500, 250, 100, 75, 50, 25 o 10 um. El espaciado entre los
obstaculos pueden ser de al menos 10, 25, 50, 75, 100, 250, 500 0 750 mm y como maximo de 1000, 750, 500, 250,
100, 75, 50 0 25 um. La Tabla 2 enumera espaciados ejemplares basados en el diametro de los obstaculos.

Tabla 2. Espaciados ejemplares para obstaculos.

Diametro del obstaculo (um) | Espaciado entre obstaculos (um)
100 50
100 25
50 50
50 25
10 25
10 50
10 15

Las dimensiones y la geometria de los obstaculos pueden variar significativamente. Por ejemplo, los obstaculos
pueden tener secciones transversales cilindricas o cuadradas (Figura 10). La distancia entre obstaculos también
puede variar y puede ser diferente en la direccion del flujo en comparaciéon con la direccion ortogonal al flujo. En
algunas realizaciones, la distancia entre los bordes de los obstaculos es ligeramente mas grande que el tamafio de
la célula mas grande de la mezcla. Esta colocacién permite el flujo de células sin que sean comprimidas
mecanicamente entre los obstaculos y, por tanto, se dafien durante el proceso de flujo, y también maximiza el
numero de colisiones entre células y los obstaculos con el fin de aumentar la probabilidad de union. La direccion de
flujo con respecto a la orientacion de los obstaculos también puede alterarse para potenciar la interaccion de células
con obstaculos.
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Las colocaciones ejemplares de obstaculos se muestran en las Figuras 11A-11B. Todas estas colocaciones tienen
una eficacia de captura calculada. El calculo de la unién celular consideré dos geometrias diferentes: un conjunto
cuadrado (Figura 11A) y un conjunto triangular equilatero (Figura 11B). En general, los resultados se presentan en
términos de la eficacia de adhesion. Los calculos constan de dos partes, calcular la eficacia hidrodinamiag § la
probabilidad de adhesion. La eficacia hidrodindmica se determiné como la relacion del radio de captura y la mitad de
la distancia entre los cilindros (Figuras 12A y 12B). Para el conjunto cuadrado, n = (2reap/1)*100 %, y para otros
conjuntos, N = ((rcap1t reap2)/ d1)*100 %, donde d; = dz= | N2 para un conjunto cuadrado diagonal, y d; = W3 /2, d; =
I/2 para un conjunto triangular. La probabilidad de adhesion representa la fraccion de células que puede resistir la
fuerza aplicada sobre la célula suponiendo una media de 1,5 uniones por célula y 75 pN por union.

Para el conjunto triangular, se adhirieron mas células al segundo juego de obstaculos que al primer juego. La
Figuras 13A-13B muestran que la eficacia se reduce a medida que se incrementa el espaciado entre obstaculos. A
medida que se incrementa el espaciado hay una region mas grande fuera del radio de captura y la células nunca
entran en contacto con los obstaculos. Ademas, para los caudales analizados (0,25 - 1 ml/h), la probabilidad global
de adhesion es alta porque la fuerza por célula es menor que la fuerza para romper las uniones. Para un conjunto
triangular y un espaciado de 150 micrometros, la eficacia global de captura cae un 12 % cuando el caudal se
incrementa desde 0,25 hasta 1 ml/h (Figuras 14A-14B). La adhesion no mejora yendo a caudales menores, ya que la
captura hidrodinamica no mejora. La velocidad media se incrementa a medida que se incrementa el espaciado entre
obstaculos. La razdn para esto es que los calculos usaron una caida de presion constante. Esto difiere de los
experimentos en los que el caudal se mantiene fijo y la caida de presion varia. Los resultados pueden extrapolarse
de un caso a otro por un experto en la técnica.

Un conjunto triangular repetitivo proporciona captura limitada de células objetivo porque la mayoria de la captura se
produce en unas pocas primeras filas. La razon para esto es que el campo de flujo se establece en estas filas y se
repite. El primer radio de captura no produce mucha captura mientras que la mayoria de la captura esta dentro del
segundo radio de captura (Figura 15). Una vez que las células dentro de los radios de captura son capturadas, la
Unica manera en que podria producirse la captura es a través de colisiones célula-célula para desplazar células
fuera de sus lineas de corriente o captura secundaria. En referencia a la figura 15, con el fin de potenciar la captura,
después de establecerse el campo de flujo, las filas se desplazan una distancia en la direccion vertical
(perpendicular al flujo) en una distancia igual a rmap2 = 0,339I. Las primeras cinco columnas forman dos regiones
regulares de triangulos equilateros. Esto permite que el flujo se establezca y sea compatible con la solucién para un
conjunto triangular equilatero. Para promover la captura de células que caen fuera de rcap2, la cuarta columna esta
desplazada una distancia rcap2. Todas las columnas estan separadas por una distancia igual a 1/2. Se muestra que
una célula que cae fuera de reap2 €S capturada por el primer obstaculo del cuarto tridngulo. Los triangulos 4 y 5 serian
equilateros. En el triangulo 6, el vértice 3 esta desplazado hacia abajo una distancia rcap2. Esta colocacion puede
repetirse cada tres triangulo, es decir, la distancia de repeticion es de 2,51. La Figuras 16A y 16B ilustran la eficacia
de captura como funcién del caudal y la poblacién relativa de las células deseadas.

De forma deseable, la capa superior esta hecha de vidrio y tiene dos hendiduras perforadas con ultrasonidos para
los flujos de entrada y salida. Las dimensiones de entrada/salida de la hendidura son, por ejemplo, 2 cm de largo y
0,5 mm de ancho. La Figura 17 muestra los detalles de la geometria de entrada/salida. Puede incorporarse después
un colector sobre las hendiduras de entras/salida. El colector de entrada acepta células sanguineas de una bomba
de jeringa de infusibn o cualquier otro vehiculo de suministro, por ejemplo, a través de un tubo flexible,
biocompatible. Analogamente, el colector de salida est4 conectado a un depésito para recoger la solucion y las
células que salen el dispositivo.

La configuracién y la geometria de entrada y salida pueden disefiarse de diversas formas. Por ejemplo, pueden
usarse entradas y salidas circulares. Después se incorpora una region de entrada sin obstaculos al disefio para
garantizar que las células sanguineas se distribuyen uniformemente cuando alcanzan la region donde se ubican los
obstaculos. Andlogamente, la salida esta disefiada con una region de salida sin obstaculos para recoger las células
que salen uniformemente sin dafarlas.

El tamafio global de un dispositivo ejemplar se muestra en la Figura 9 (diagrama superior). La longitud es de 10 cm y
la anchura es de 5 cm. El area que esta cubierta con obstaculos es de 9 cm x 4,5 cm. El disefio es lo
suficientemente flexible para alojar tamafios mas grandes o mas pequefios para aplicaciones diferentes.

El tamafio global del dispositivo puede ser mas pequefia 0 mas grande, dependiendo del rendimiento de flujo y el
numero de células que han de retirarse (0 capturarse). Un dispositivo mas grande podria incluir un nimero mayor de
obstaculos y un area de superficie mas grande para captura celular. Un dispositivo tal, puede ser necesario si la
cantidad de muestra, p. €j., sangre, que se va a procesar es grande.

Fabricacién. Un procedimiento ejemplar para fabricar un dispositivo de la invencién se resume en la Figura 18. En
este ejemplo, se usa fotolitografia estandar para crear un patrén de obstaculos de fotorresistente sobre una oblea de
silicio sobre aislante (SOI). Una oblea SOI consta de una capa de Si (100) de 100 pm de grosor encima de una capa
de SiO; de 1 um de grosor sobre una oblea de Si(100) de 500 um de grosor. Para optimizar la adhesion del
fotorresistente, las obleas SOI pueden exponerse a vapores de hexametildisilazano a alta temperatura antes del
recubrimiento de fotorresistente. La oblea se recubre por centrifugado con el fotorresistente sensible a UV, se hornea
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durante 30 minutos a 90 °C, se expone a luz UV durante 300 segundos a través de una méascara de contacto de
cromo, se revela durante 5 minutos en un revelador y se post-hornea durante 30 minutos a 90 °C. Los parametros
del procedimiento pueden alterarse dependiendo de la naturaleza y el grosor del fotorresistente. El patrén de la
mascara de contacto cromo se transfiere al fotorresistente y determina la geometria de los obstaculos.

Tras la formacion del patrén de fotorresistente que es el mismo que el de los obstaculos, se inicia el grabado. El SiO,
puede servir como tope para el procedimiento de grabado. También se puede controlar la parada del grabado a una
determinada profundidad sin el uso de una capa de tope. El patron de fotorresistente se transfiere a la capa de Si de
100 um de grosor en un grabador de plasma. Puede utilizarse grabado profundo multiplexado para lograr obstaculos
uniformes. Por ejemplo, el sustrato se expone durante 15 segundos a un SFg que fluye en plasma rico en fldor y
después el sistema se cambia a un C4Fg solo que fluye en plasma rico en fluorocarbono durante 10 segundos, que
recubre todas las superficies con una pelicula protectora. En el ciclo de grabado subsiguiente, la exposiciéon a
bombardeo de iones elimina el polimero preferentemente de superficies horizontales y el ciclo se repite varias veces
hasta que, p. €j., se alcanza la capa de SiO,.

Para acoplar un resto de union a las superficies de los obstaculos, el sustrato puede exponerse a un plasma de
oxigeno antes de la modificacion de superficie para crear una capa de didxido del silicio, a la que pueden unirse los
restos de union. Después, el sustrato puede aclararse dos veces con agua desionizada, destilada y dejarse secar al
aire. La inmovilizacion de silano sobre vidrio expuesto se realiza sumergiendo muestras durante 30 segundos en
solucion al 2 % v/v recién preparada de 3-[(2-aminoetil)amino] propiltrimetoxisilano en agua seguido de lavado
adicional en agua desionizada, destilada. Después, el sustrato se seca en gas nitrégeno y se hornea. Luego, el
sustrato se sumerge en solucién al 2,5 % v/v de glutaraldehido en solucién salina tamponada con fosfato durante 1
hora a temperatura ambiente. Después el sustrato se aclara otra vez y se sumerge en una solucion de 0,5 mg/ml de
resto de union, p. ej., anti-CD71, anti-CD36, anti-GPA o anti-CD45, en agua desionizada, destilada durante 15
minutos a temperatura ambiente para acoplar el agente de unién a los obstaculos. Después el sustrato se aclara dos
veces en agua desionizada, destilada y se empapa durante la noche en etanol al 70 % para esterilizacion.

Existen varias técnicas distintas de las del procedimiento descrito anteriormente mediante las que pueden
inmovilizarse restos de unién sobre los obstaculos y las superficies del dispositivo. Una fisioabsorcién simple sobre
la superficie puede ser la eleccién por su simplicidad y su coste. Otro enfoque puede usar monocapas agrupadas
entre si (p. ej., tioles sobre oro) que estan funcionalizadas con diversos restos de unién. Pueden usarse
procedimientos adicionales dependiendo de los restos de unidon que se estén uniendo y el material usado para
fabricar el dispositivo. Se conocen en la técnica procedimientos de modificacion de la superficie. Ademas, algunas
células pueden unirse preferentemente a la superficie no alterada de un material. Por ejemplo, algunas células
pueden unirse preferentemente a superficies cargadas positivamente, cargadas negativamente o superficies
hidrofébicas o0 a grupos quimicos presentes en algunos polimeros.

La siguiente etapa implica la creacion de un dispositivo de flujo mediante la uniéon de una capa superior al silicio
microfabricado que contiene los obstaculos. El sustrato superior puede ser vidrio para proporcionar observacion
visual de células durante y después de la captura. Puede usarse unién térmica o un epoxi curable con UV para crear
la camara de flujo. Las partes superior e inferior también pueden ajustarse por compresién usando, por ejemplo, una
junta de silicona. Un ajuste por compresion tal, puede ser reversible. Se conocen otros procedimientos de union (p.
€j., unién de obleas) en la técnica. El procedimiento empleado puede depender en la naturaleza de los materiales
usados.

El dispositivo de unién de células puede estar hecho de diferentes materiales. Dependiendo de la eleccion del
material también pueden usarse diferentes técnicas de fabricacién. El dispositivo puede estar hecho de pléastico, tal
como poliestireno, usando una técnica de repujado en caliente. Los obstaculos y las demas estructuras necesarias
se repujan en el plastico para crear la superficie inferior. Después puede unirse una capa superior a la capa inferior.
El moldeo por inyeccion es otro enfoque que puede usarse para crear un dispositivo tal. La litografia suave también
puede utilizarse para crear una camara hecha entera de poli (dimetilsiloxano) (PDMS), o pueden crearse solo los
obstaculos en PDMS y unirse después a un sustrato de vidrio para crear la camara cerrada. Otro enfoque mas
implica el uso de técnicas de colado con epoxi para crear los obstaculos a través del uso de epoxi curables con UV o
temperatura sobre un patrén que tiene la réplica negativa de la estructura pretendida. El laser u otros tipos de
enfoques de micromaquinado pueden utilizarse también para crear la cAmara de flujo. Otros polimeros adecuados
que pueden usarse en la fabricacion del dispositivo son policarbonato, polietileno y poli(metil metacrilato). Ademas,
metales como el acero y el niquel también pueden usarse para fabricar el dispositivo de la invencion, p. €j., por
maquinado de metal tradicional. Pueden emplearse técnicas de fabricacién tridimensional (p. ej., estereolitografia)
para fabricar un dispositivo en una pieza. Se conocen otros procedimientos de fabricacion en la técnica.

Procedimientos. Los procedimientos en los que un dispositivo de la invencion puede usarse implican poner en
contacto una mezcla de células con las superficies de un dispositivo microfluidico. Una poblacion de células de una
mezcla compleja de células tal como la sangre se une después a las superficies del dispositivo. De forma deseable,
al menos el 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 95 %, 98 % 0 99 % de las células que son capaces de unirse a las superficies
del dispositivo se retiran de la mezcla. El recubrimiento de superficie se disefia, de forma deseable, para minimizar la
union de células no especifica. Por ejemplo, al menos el 99 %, 98 %, 95 %, 90 %, 80 % o 70 % de las células
incapaces de unirse al resto de unidn no se unen a las superficies del dispositivo. La union selectiva en el dispositivo
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da como resultado la separacion de una poblacion celular viva especifica de una mezcla de células. Los obstaculos
estan presentes en el dispositivo para incrementar el area de superficie para que las células interaccionen con ellos
mientras estan en la camara que contiene los obstaculos, de modo que la probabilidad de unién se incrementa. Las
condiciones de flujo son tales que las células son manejadas muy suavemente en el dispositivo sin la necesidad de
deformarse mecénicamente con el fin de entrar entre los obstaculos. Puede emplearse bombeo por presién positiva
0 presién negativa o flujo desde una columna de liquido para transportar células hacia dentro y fuera de los
dispositivos microfluidicos de la invencion. En una realizacién alternativa, las células se separan de una materia no
celular, tal como una materia no biolégica (p. €j., perlas), desechos celulares no viables (p. ej., fragmentos de
membrana) o moléculas (p. ej., proteinas, acidos nucleicos o lisados celulares).

La Figura 19 muestra células que expresan un antigeno de superficie que se une a un resto de unién recubierto
sobre obstaculos, mientras otras células fluyen a través del dispositivo (la flecha pequefia sobre las células
representa la direccionalidad de las células que no estan unidas a la superficie). Las superficies superior e inferior
del aparato de flujo también pueden estar recubiertas con el mismo resto de unién, o un resto de union diferente,
para promover la union celular.

Los tipos celulares ejemplares que pueden separarse usando los procedimientos descritos en el presente
documento incluyen glébulos rojos adultos, glébulos rojos fetales, trofoblastos, fibroblastos fetales, glébulos blancos
(tales como linfocitos T, linfocitos B y linfocitos T colaboradores), globulos blancos infectados, células madre (p. €j.,
células madre hematopoyéticas positivas para CD34), células epiteliales, células tumorales y organismos infecciosos
(p. €j., bacterias, protozoos y hongos).

Las muestras pueden fraccionarse en multiples componentes homogéneos usando los procedimientos descritos en
el presente documento. Pueden conectarse varios dispositivos similares que contienen diferentes restos de union
especificos para una poblacion de células en serie 0 en paralelo. La separacion serial puede emplearse cuando se
busca aislar células raras. Por otro lado, la separacion paralela puede emplearse cuando se desea obtener
distribucién diferencial de diversas poblaciones en sangre. Las Figuras 20A y 20B muestran sistemas paralelo y
serial para la separacién de varias poblaciones de células de sangre. Para dispositivos paralelos, dos o mas
conjuntos de obstaculos que unen los diferentes tipos de células pueden ubicarse en regiones distintas o pueden ser
intercalarse entre si, p. €., en un patron de tipo tablero de ajedrez o en filas alternas. Ademas, un juego de
obstaculos puede unirse a la parte superior del dispositivo y otro juego pueden unirse a la parte inferior del
dispositivo. Cada juego puede derivatizarse después para unir diferente poblaciones de células. Una vez que una
muestra ha pasado a través del dispositivo, la parte superior superior y la inferior pueden separarse para
proporcionar muestras aisladas de dos tipos de células diferentes.

El dispositivo de unién de células puede usarse para retirar el flujo de salida de una poblacién de células
determinada o para capturar una poblacion especifica de células que expresan una molécula de superficie concreta
para analisis adicional. Las células unidas a obstaculos pueden retirarse de la cAmara para analisis adicional de la
poblaciéon de células homogénea (Figura 21). Esta retirada puede lograrse incorporando una o mas entradas y
salidas ortogonales a la direccién de flujo. Las células pueden retirarse de la camara a un caudal incrementado, que
tiene un esfuerzo de cizalladura mayor, para superar la fuerza de union entre las células y los obstaculos. Otros
enfoques pueden implicar acoplar restos de unién con propiedades de unién reversibles, p. €j., que estan activados
por pH, temperatura o campo eléctrico. El resto de unién o la molécula unida en la superficie de las células, también
puede escindirse por medios enzimaticos u otros medios quimicos.

En el ejemplo de aislamiento de glébulos rojos fetales, una muestra que ha pasado a través de un dispositivo de lisis
se pasa a través de un dispositivo de unién de células, cuyas superficies estan recubiertas con CD45. Los glébulos
blancos que expresan CD45 presentes en la mezcla se unen a las paredes del dispositivo y las células que pasan a
través del dispositivo se enriquecen en glébulos rojos fetales. Alternativamente, las superficies de los obstaculos y el
dispositivo estan recubiertas con anti-CD71 con el fin de unir glébulos rojos nucleados fetales (los cuales expresan la
proteina de superficie celular CD71) de una muestra de sangre materna completa. Un uno por ciento de los glébulos
blancos adultos también expresan CD71. Una muestra de sangre materna se pasa a través del dispositivo y ambas
poblaciones de células que expresan CD71 se unen al dispositivo. Esto da como resultado la retirada de glébulos
rojos fetales de la muestra de sangre. Después, las células fetales se recogen y se analizan. Por ejemplo, las células
se recogen sobre un sustrato plano para hibridacion in situ por fluorescencia (FISH), seguida de la fijacion de las
células y el diagnéstico por imagen. La Figuras 22A-22C muestran el uso de FISH en una célula unida a un
obstaculo en un dispositivo de union de la invencién. La célula, de origen fetal, se tifie para los cromosomas X e Y
usando sondas fluorescentes. Estos datos muestran la viabilidad del diagndstico por imagen Optica de células
teflidas por FISH en puestos de deteccién y diagnéstico de anormalidades cromosomicas.

Realizaciones alternativas. Otra realizacidon del dispositivo de unién celular utiliza perlas de vidrio/plastico
derivatizadas quimicamente atrapadas en un hidrogel poco reticulado, tal como, pero sin limitarse a, poli(vinil
alcohol), poli(hidroxil-etil metacrilato), poliacrilamida o polietilenglicol (Figura 23). Las perlas derivatizadas
guimicamente sirven como obstaculos en esta realizacion. Una mezcla de células se dirige hacia el interior del
dispositivo de retirada de células a través de dos entradas diametralmente opuestas. La presion positiva (p. €j., de
una bomba de infusiébn o columna de liquido) o presion negativa (p. €j., de una bomba de jeringa en modo de
traccién, un bomba de vacio o un aspirador) conduce el liquido a través del hidrogel. La interaccién de las células de
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la muestra con las perlas derivatizadas quimicamente dispersas en el volumen tridimensional del hidrogel da como
resultado la retirada de las células, p. €j., glébulos blancos (seleccién negativa), o la captura de células, p. €j.,
glébulos rojos fetales (seleccion positiva). El peso molecular, la densidad de reticulacién, la densidad de perlas y la
distribucién y los caudales pueden optimizarse para permitir la maxima interaccion y captura de células relevantes
por las perlas. El alto contenido en agua del hidrogel proporciona una estructura para atrapar las perlas a la vez que
permite una facilidad de flujo a través de la muestra. La muestra se recoge después a través de dos salidas
diametralmente opuestas. El disefio de canal entrada/salida bifurcado garantiza la maxima homogeneidad en la
distribucién de la muestra a través del volumen del hidrogel.

En otra realizacion mas, las perlas son reemplazadas por derivatizacién quimica directa de las cadenas laterales del
polimero del hidrogel con el resto de unién (p. €j., un ligando sintético o anticuerpo monoclonal (Acm)). Este enfoque
puede proporcionar una densidad muy alta de sitios de captura moleculares y garantizar de este modo una
probabilidad de captura mas alta. Una ventaja afiadida de este enfoque es un uso potencial del dispositivo de
retirada de células a base de hidrogel como sensor para captura de células fetales en el modo de seleccién positiva
(selecciona células fetales con Acm), por ejemplo, si la quimica de la estructura del polimero y la cadena lateral esta
disefiada para capturar las células fetales y ademas reticular el hidrogel en el procedimiento. Las células se unen a
numerosas cadenas laterales mediante interaccién antigeno-Acm y, por tanto, sirven como reticulante para las
cadenas de polimero y la reduccidn en la salida de flujo a lo largo del tiempo debido a la densidad de reticulacién del
polimero incrementada puede equipararse matematicamente al nimero de células fetales capturadas en la matriz
3D del polimero. Cuando se captura el nimero deseado de células fetales (medido por reduccién en el caudal de
salida), el dispositivo puede parar de procesar adicionalmente la muestra materna y proceder al analisis de las
células fetales. Las células fetales capturadas pueden liberarse para analisis mediante el uso de un agente de
acoplamiento fotoactivo en la cadena lateral. El agente fotorreactivo acopla el ligando objetivo o Acm a la estructura
del polimero y, al exponerse a un pulso de radiacion UV o IR, los ligandos o Acm y las células asociadas se liberan.

C. Seleccioén de células

En este dispositivo, una mezcla de células de la que normalmente se han retirado las células no deseadas se
selecciona en un dispositivo microfluidico. Un dispositivo ejemplar para esta etapa se describe en la publicacién
internacional N.° WO 01/35071. Las células del dispositivo se someten entonces a ensayo, p. €j., por microscopia o
ensayo colorimétrico, para ubicar las células deseadas. La células deseadas pueden analizarse entonces en el
conjunto, p. €j., por lisis seguida por PCR, o las células pueden recogerse del conjunto mediante una variedad de
mecanismos, p. €j., pinzas Opticas. En el dispositivo ejemplar descrito en el documento WO 01/35071, las células se
introducen en el dispositivo de seleccién y pueden depositarse de forma pasiva en agujeros realizados en el
dispositivo. Alternativamente, puede emplearse presién positiva o negativa para dirigir las células a los agujeros del
conjunto. Una vez las células se han depositado en los agujeros, las células seleccionadas pueden liberarse
individualmente del conjunto mediante activadores, p. €j., bombas activadas por burbujas. Otros procedimientos para
inmovilizar y liberar células, p. ej., atrapamiento dielectroforético, también pueden usarse en un dispositivo de
seleccion. Una vez liberadas del conjunto, las células pueden ser recogidas y sometidas a analisis. Por ejemplo, un
glébulo rojo fetal se identifica en el conjunto y después se analiza para evaluar anormalidades genéticas. Los
gloébulos rojos fetales pueden ser identificados morfoldgicamente o por un marcador molecular especifico (p. €j.,
hemoglobina fetal, receptor de transferrina (CD71), receptor de trombospondina (CD36) o glicoforina A (GPA)).

D. Separacién basada en el tamafio

Otro dispositivo es un dispositivo para la separacion de particulas basada en el uso de tamices que permiten el paso
selectivo de particulas en funcién de su tamafio, forma o deformabilidad. El tamafio, forma o deformabilidad de los
poros del tamiz determina los tipos de células que pueden pasar a través del tamiz. Pueden colocarse dos 0 mas
tamices en serie 0 en paralelo, p. €j., para retirar células de tamafio creciente sucesivamente.

Dispositivo. En una realizacion, el tamiz incluye una serie de obstaculos que estan separados por un espacio.
Puede usarse una variedad de tamafios de obstaculo, geometrias y colocaciones en dispositivos de la invencion.
Pueden usarse en un tamiz formas diferentes de obstaculos, p. €j., aquellos con secciones transversales circulares,
cuadradas, rectangulares, ovaladas o triangulares. El tamafio del hueco entre los obstaculos y la forma de los
obstaculos puede optimizarse para garantizar una filtracion rapida y eficaz. Por ejemplo, el intervalo de tamafios de
los GR est4 en el orden de 5-8 um, y el intervalo de tamafios de las plaquetas esta en el orden de 1-3 um. El tamafio
de todos los GB es mas grande de 10 um. Los huecos grandes entre obstaculos incrementan la velocidad a la que
los GR y las plaquetas pasan a través del tamiz, pero un tamafio de hueco incrementado también incrementa el
riesgo de perder WBC. Los tamafios de hueco menores garantizan una captura mas eficaz de GB pero también una
velocidad de paso mas lenta para los GR y plaquetas. Dependiendo de el tipo de aplicacion, pueden usarse
diferentes geometrias.

Ademas de los obstaculos, los tamices pueden fabricarse mediante otros procedimientos. Por ejemplo, un tamiz
podria formarse por moldeo, electroformado, grabado, perforacion o creando agujeros de otro modo en una hoja de
material, p. ej., silicio, niquel o PDMS. Alternativamente, podria emplearse una matriz de polimero o matriz
inorganica (p. €j., de zeolita o ceramica) que tenga un tamafio de poro apropiado como tamiz en los dispositivos
descritos en el presente documento.
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Un problema asociado con dispositivos de la invencion es la obstruccién de los tamices. Este problema puede
reducirse mediante formas y disefios de tamiz apropiados y también tratando los tamices con recubrimientos no
adhesivos tales como albimina de suero bovino (BSA) o polietilenglicol (PEG), como se describe en el presente
documento. Un procedimiento para evitar la obstruccion es minimizar el area de contacto entre el tamiz y las
particulas.

El esquema de un dispositivo de filtracién de bajo esfuerzo de cizalladura se muestra en la Figura 24. El dispositivo
tiene un canal de entrada que conduce al interior de un difusor, el cual es una porcién ensanchada del canal.
Normalmente, el canal se ensancha con un patrén con forma de V. El difusor contiene dos tamices que tienen poros
con una forma para filtrar, por ejemplo, GR y plaquetas mas pequefios de sangre, mientras enriquece la poblacién
de GB y GR fetales. La geometria del difusor ensancha las lineas de corriente de flujo laminar haciendo que mas
células entren en contacto con los tamices mientras se mueven a través del dispositivo. El dispositivo contiene 3
salidas, dos salidas recogen células que han pasado a través de los tamices, p. €]., los GR y plaquetas, y una salida
recoge los GB y GR fetales enriquecidos.

El dispositivo difusor normalmente no garantiza la retirada del 100 % de los GR y plaquetas. No obstante, las
relaciones iniciales GR:GB de 600:1 pueden mejorarse a relaciones alrededor de 1:1. Las ventajas de este
dispositivo son que los caudales son lo suficientemente bajos para que el esfuerzo de cizalladura sobre las células
no afecte al fenotipo o viabilidad de las células y que los filtros garantizan que todas las células grandes (es decir,
aquellas que no pueden pasar a través de los tamices) quedan retenidas de forma que la pérdida de células grandes
se minimiza o elimina. Esta propiedad también garantiza que la poblacién de células que pasa a través del tamiz no
contiene células grandes, aunque pueden perderse algunas células mas pequefias. En ensanchamiento del angulo
del difusor dara como resultado un factor de enriquecimiento mas grande. El enriqguecimiento mayor también puede
obtenerse mediante la colocacion en serie de mas de un difusor, donde la salida de un difusor alimenta la entrada de
un segundo difusor. El ensanchamiento de los huecos entre los obstaculos puede agilizar el procedimiento de
retirada con el riesgo de perder células grandes a través de los poros mas grandes de los tamices. Para separar
glébulos rojos maternos de gldbulos rojos nucleados fetales, un espaciado ejemplar es de 2 - 4 um.

Procedimiento. El dispositivo es un separador de células de flujo continuo, p. €j., que filtra mayores cantidades de
GB y GR fetales a partir de sangre. La ubicacion de los tamices en el dispositivo se escoge para garantizar que el
maximo numero de particulas entran en contacto con los tamices, mientras al mismo tiempo evitan la obstruccién y
permiten la recuperacion de las particulas tras la separacion. En general, las particulas se mueven a través de sus
lineas de flujo laminar que se mantienen debido a un nimero de Reynolds extremadamente bajo en los canales del
dispositivo, los cuales tienen normalmente un tamafio de micras.

Fabricacion. Pueden usarse técnicas sencillas de microfabricacion como litografia suave con poli(dimetilsiloxano)
(PDMS), colado de polimeros (p. ej., usando epoxis, acrilicos o uretanos), moldeo por inyeccion, repujado en
caliente de polimeros, micromaquinado con laser, micromaquinado de superficie de pelicula fina, grabado profundo
de vidrio y silicio, electroformado y técnicas de fabricacion en 3D tales como estereolitografia para la fabricacion de
los canales y tamices de dispositivos de la invencién. La mayoria de los procedimientos enumerados anteriormente
usan fotomascaras para la duplicacién de microcaracteristicas. Para caracteristicas de tamafios mayores de 5 pm,
pueden usarse mascaras de emulsidon a base de transparencias. Las caracteristicas de tamafios entre 2 y 5 um
pueden requerir fotomascaras a base de vidrio. Para caracteristicas mas pequefias, puede usarse una mascara de
escritura directa por haz de electrones a base de vidrio. Después, las mascaras se usan para definir un patron de
fotorresistente para grabado en el caso de silicio o vidrio o definir réplicas negativas, p. €j., usando fotorresistente
SU-8, que puede usarse después como patron para moldeo por réplica de materiales poliméricos como PDMS,
epoxis y acrilicos. Los canales fabricados pueden unirse después sobre un sustrato rigido como vidrio para
completar el dispositivo. Se conocen en la técnica otros procedimientos para la fabricacion. Un dispositivo de la
invencion puede fabricarse a partir de una sé6lo material o0 una combinacion de materiales.

Ejemplo. En un ejemplo, un dispositivo para separacion basada en el tamafio de GR y plaquetas méas pequefios de
los GB mas grandes se fabric6 usando técnicas de litografia suave sencillas. Se fabricé una fotomascara de cromo
gue tenia las caracteristicas y la geometria del dispositivo y se us6 para estampar una oblea de silicio con una
réplica negativa del dispositivo en fotorresistente SU-8. Este patron se us6 después para fabricar estructuras de
canal y tamiz en PDMS usando técnicas de moldeo de réplicas estandar. El dispositivo de PDMS se unién a una
lamina de vidrio después de tratamiento con plasma con O,. La geometria de difusor se usa para ensanchar las
lineas de corriente de flujo laminar para garantizar que la mayoria de las particulas o células que fluyen a través del
dispositivo interaccionara con los tamices. Los GR y plaquetas mas pequefios pasan a través de los tamices y los
GB mas grandes estan confinados en el canal central.

Combinacién de dispositivos

Los dispositivos descritos en el presente documento pueden usarse solos o en cualquier combinacion. Ademas, las
etapas de los procedimientos descritos en el presente documento pueden emplearse en cualquier orden. Una
representacién esquematica de un dispositivo de combinacién para detectar y aislar gldbulos rojos fetales se
muestra en la Figura 25. En un ejemplo, una muestra puede ser procesada utilizando la etapa de lisis celular y
después las células deseadas pueden atraparse con un dispositivo de unién de células. Si las células atrapadas son
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lo suficientemente puras, no se requiere ninguna etapa de procesamiento adicional. Alternativamente, puede
emplearse s6lo una de las etapas de lisis 0 de unién antes de la seleccién. En otro ejemplo, puede someterse una
mezcla de células a lisis, separacién basada en el tamafio, unién y seleccion.

Los procedimientos de la invencion pueden llevarse a cabo en un dispositivo integrado que contiene regiones para
lisis celular, unién de células, seleccion y separacion basada en el tamafio. Alternativamente, los dispositivos pueden
estar separados y las poblaciones de células obtenidas en cada etapa pueden recogerse y transferirse manualmente
a dispositivos para etapas de procesamiento adicionales.

Puede usarse el bombeo por presién positiva 0 negativa para transportar células a través de los dispositivos
microfluidicos de la invencion.

Analisis

Después de enriquecerse por uno o mas de los dispositivos descritos en el presente documento, las células pueden
ser recogidas y analizadas por diversos procedimientos, p. €j., andlisis de acido nucleico. La muestra también puede
procesarse adicionalmente antes del andlisis. En un ejemplo, las células pueden recogerse sobre un sustrato plano
para hibridacion in situ por fluorescencia (FISH), seguida de la fijacion de las células y el diagndstico por imagen. Tal
andlisis puede usarse para detectar anormalidades fetales como sindrome de Down, sindrome de Edward, sindrome
de Patau, sindrome de Klinefelter, sindrome de Turner, anemia de células falciformes, distrofia muscular de
Duchenne y fibrosis quistica. El andlisis también puede realizarse para determinar un rasgo concreto de un feto, p.
ej., el sexo.

Otras realizaciones

Por el presente documento se hace referencia a todas publicaciones de patente y solicitudes de patente
mencionadas en la memoria descriptiva anterior en el contexto en el que se mencionan respectivamente. Seran
patentes diversas modificaciones y variaciones del sistema descrito de la invencidon para aquellos expertos en la
técnica sin apartarse del alcance de la invencién. Aunque la invencion se ha descrito en conexion con realizaciones
especificas, deberia entenderse que la invencién como se reivindica no deberia limitarse indebidamente a tales
realizaciones especificas. De hecho, se pretende que diversas modificaciones de los modos descritos para llevar a
cabo la invencién que son obvias para aquellos expertos en la técnica estén dentro del alcance de la invencion.

Otras realizaciones estan en las reivindicaciones.
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REIVINDICACIONES
Un dispositivo microfluidico que comprende:

(a) una primera region de obstaculos fijos dispuestos en un canal microfluidico que define una via de flujo de
liquido, en el que los obstaculos de la primera regiéon se unen preferentemente a un primer tipo de célula
comparado con un segundo tipo de célula, en el que los obstaculos estan colocados en al menos dos
columnas y al menos dos filas, en el que las filas estan colocadas perpendiculares a la via de flujo de liquido
en relacion con los obstaculos de la fila anterior, formando de este modo un conjunto de obstaculos triangular
equilatero; y

(b) una segunda region de obstaculos fijos dispuestos en el canal microfluidico, en el que los obstaculos de la
segunda regién se unen preferentemente a un tercer tipo de célula comparado con un cuarto tipo de célula,
en el que los obstaculos estan colocados en al menos dos columnas y al menos dos filas, en el que las filas
estan colocadas perpendiculares a la via de flujo de liquido y los obstaculos de cada fila sucesiva estan
desplazados en una direccion perpendicular a la via de flujo de liquido en relacion con los obstaculos de la
fila anterior, formando de este modo un conjunto de obstéculos triangular equilatero,

en el que la segunda region esta situada mas alla de la primera region en el canal microfluidico.
El dispositivo microfluidico de la reivindicacion 1, en el que los obstaculos estan recubiertos con un anticuerpo.

El dispositivo microfluidico de la reivindicacion 1 o 2, en el que un espaciado entre obstaculos es de al menos 50
pm.

El dispositivo microfluidico de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que un espaciado entre obstaculos
es de 100 um como maximo.

El dispositivo microfluidico de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que los obstaculos de la primera
region, la segunda region, o ambas regiones primera y segunda, son de tamafio sustancialmente uniforme.

El dispositivo microfluidico de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, que comprende ademas una bomba.

El dispositivo microfluidico de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que el dispositivo es opticamente
transparente o tiene ventanas transparentes.

El dispositivo microfluidico de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que los obsticulos estan en contacto
tanto con la parte superior como con la inferior de la camara.

El dispositivo microfluidico de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que los obstaculos tienen una
seccion transversal cilindrica.

El dispositivo microfluidico de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en el que el dispositivo esta fabricado a
partir de un polimero.

El dispositivo microfluidico de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en el que los obstaculos estan colocados
para permitir el flujo de células sin que sean comprimidas mecanicamente entre los obstaculos y, por tanto,
dafiadas, durante el proceso del flujo.

El uso de un dispositivo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11 para diagnéstico médico.
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Una realizacion de camaras de dilucién/reaccion

Longitud eficaz de la unidad = 20.050 ym
Longitud lineal de la unidada = 250 uym
T ] Volumen liquido de la unidad = 0,2005 ul (0,1 x 0,1 x 20,05)

>

' N.® de unidades en una longitud lineal de 33 mm = 132
10.000 pm Volumen total de la camara = 26,46 pl (0,2005 % 132)
Tiempo de residencia del liquido = 42 segundos a un
caudal de salida de 5 pl/s para & redes funcionando en
paralelo

P —

25 pm
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FIGURA 6a

FIGURA 6b
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FIGURA 21
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FIG. 22A
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FIG. 22C
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< Entrada desde el modulo de lisis celular

Entrada i

Perlas de vidrio/plastico
medificadas quimicamente para
la retirada +Ve o -Ve

Hidrogel poco reticulado

——% Salida hacia el médulo de seleccién celular
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FIGURA 23
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FI1G. 24A

Salida
Alta presién
(Succion)

Tamiz/Filtros Salida
Baja presicn
(Suecién)

Entrada
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FIG. 24B

46



ES 2375724 T3

FI1G. 25

Puerto de entrada de muestra

Puerto de entrada de
reactivos para FISH

25x75¢cm

Puerto de desecho de gldbules
blancos

Puertos de desecho de

globulos rejos

Seleccion de gébulos rojos

Puerto de desecho de reactives
para FISH

Captura de células fetales
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